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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ABA   abscizinska kislina  
B5                   gojišče po Gamborgu in sod. (1968) 
BAP  6-benzil aminopurin 
DAPI  4´,6-diamino-2-fenilindol dihidroklorid 
DH  podvojeni haploid 
DICA  dinatrijeve dikloroizocianurne kisline 
EDTA  etilen diamin tetraocetna kislina 
KIN  kinetin  
K. o.  Kranjsko okroglo  
IAA  indol-3-ocetna kislina  
NAA  α-naftalen ocetna kislina 
NLN  gojišče po Lichterju (1982) 
NLN-13  gojišče po Lichterju (1982) z dodatkom 13% saharoze 
MS  gojišče po Murashige in Skoog (1962) 
RS  Republika Slovenija 
SN  standardna napaka 
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Zelje (Brassica oleracea var. capitata L.) je v Sloveniji ena izmed najbolj razširjenih 
zelenjadnic, ki ima stoletno tradicijo pridelovanja (Černe, 1999).  Po podatkih iz leta 2016 
zelje pridelujemo na 619 ha, od tega je 385 ha namenjenih tržni pridelavi. Letno pridelamo 
21.698 ton zelja (SI-STAT, 2016). Posledično je tudi zanimanje za žlahtnjenje novih sort 
zelja veliko, predvsem za pridobivanje hibridnih kultivarjev zelja, ki naj bi vključevali 
lastnosti domačih sort in bi z njimi dosegali višje in bolj kakovostne pridelke. 
 
Botanično zelje sodi v družino križnic – Brassicaceae, po namenu uporabe pa v skupino 
kapusnic. Poleg zelja sem sodijo tudi glavnati ohrovt (Brassica oleracea L. var. sabauda 
L.), brstični ohrovt (Brassica oleracea L. var. gemmifera DC.), listnati ohrovt (Brassica 
oleracea L. var. acephala DC.), cvetača (Brassica oleracea L. var. botrytis L.), brokoli 
(Brassica oleracea L. var. botrytis L. subvar. italica), kolerabica (Brassica oleracea L. var. 
gongylodes L.) in kitajski kapus (Brassica pekinensis Rupr.). 
 
V slovensko sortno listo je bilo za leto 2016 vpisanih 5 sort, požlahtnjenih iz slovenskih 
avtohtonih populacij. To so: Futoško, Varaždinsko 2 in 3, ter vrtičkarski sorti Ljubljansko 
in Presnik F1, ki je hibridna sorta, pridobljena tako z biotehnološkim kot klasičnim 
žlahtnjenjem na Oddelku za agronomijo Biotehniške fakultete. 
 
Hibridi so potomci dveh med seboj različnih čistih linij, ki jih označujemo z F1 in so med 
seboj izenačeni in genetsko heterozigoti. Njihova prednost je ravno v tem, da so zaradi  
heterozigotnosti boljši od svojih staršev in imajo posledično dobre agronomske lastnosti: 
izenačene, velike rastline, ki enakomerno dozorevajo. Pri pridobivanju hibridov je ključnega 
pomena pridobiti čiste linije, ki jih nato selekcioniramo, določimo kombinacijske 
sposobnosti in jih križamo (Bohanec, 2004). 
 
Zelje je tujeprašna dvoletna rastlina, ki v prvem letu oblikuje vegetativni del, v drugem letu 
pa cveti in semeni, kar pomeni, da je žlahtnjenje hibridnih sort na klasičen način zelo 
dolgotrajen proces (traja več kot deset let), saj za pridobitev čiste linije potrebujemo najmanj 
pet generacij samoopraševanja. S pomočjo biotehnoloških postopkov pa čisto linijo 
pridobimo že v enem letu in tako čas za pridobitev hibridne sorte skrajšamo le na dve leti 
(Pušenjak, 1999).  
 
1.1 NAMEN RAZISKAVE 
 
V sklopu žlahtnjenja zelja na Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko in žlahtnjenje 
Biotehniške fakultete v Ljubljani poteka program žlahtnjenja sodobnih slovenskih hibridov, 
ki imajo vneseno dednino slovenskih avtohtonih sort in populacij ter tujih sort. Namen 
raziskav je bil določiti odzivnost izbranih zanimivih genotipov na haploidno embriogenezo, 
ki je nujna za pridobivanje novih čistih linij.  
 
Namen je bila tudi optimizacija postopka mikropropagacije ter klonska razmnožitev čistih 
linij, ki so bile pridobljene v predhodnih postopkih žlahtnjenja in so kazale visoko stopnjo 
samoinkompatibilnosti.  
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
 
Predvidevali smo, da je pri izbranih genotipih zelja mogoče preveriti njihovo sposobnost 
haploidne embriogeneze ter nato pri regenerantih testirati ploidnost s pretočno citometrijo. 
Predvidevali smo tudi, da bomo vpeljali postopke za uspešno razmnoževanje poganjkov in 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 INDUKCIJA HAPLOIDOV S KULTURO MIKROSPOR 
 
Indukcija haploidov in regeneracija podvojenih haploidov (DH) sta danes med najpogosteje 
uporabljenimi biotehnološkimi postopki za žlahtnjenje rastlin, saj z njimi lahko izdatno 
skrajšamo čas žlahtnjenja. To še posebej velja za tujeprašne rastline, ki jih je potrebno 
samoopraševati, da pridobimo čisto linijo in to posledično še dodatno podaljša postopek 
žlahtnjenja. Tak primer so kapusnice, med katere sodi tudi zelje (Zeng in sod., 2015). S to 
metodo lahko enostavno opazujemo recesivne spremembe na rastlinah, ki se zaradi 
homozigotnosti izrazijo in fiksirajo v genom (Murovec, 2013). 
 
Uspešnost te metode je odvisna predvsem od sposobnosti genotipa rastlin za induciranje 
haploidov in DH (Maluszynski, 2003; Murovec, 2013). 
 
Postopek pridobivanja haploidov iz rastlin lahko sprožimo na dva načina, z ginogenezo ali 
androgenezo (Bohanec, 1992). Med postopkoma lahko pride do spontanega podvajanja 
genoma in tako do tvorbe DH. V postopkih androgeneze prihaja do višjega odstotka 
podvojenih haploidov kot pri ginogenezi. Predvsem pa je sposobnost podvajanja haploidov 
odvisna od genotipa rastline. Pri rodu Brassica velikokrat prihaja do spontanega podvajanja 
genoma (Murovec, 2013; Rudolf, 2002). Podvajanje genoma lahko spodbudimo z 
dodajanjem sredstev, kot so kolhicin ali različni herbicidi (trifluralin, orizalin, pronamide…) 
(Ferrie, 2003).  
 
Androgeneza je razvoj haploida iz moške spolne celice (Bohanec, 1992). Metoda temelji na 
tem, da se razvoj nezrelega peloda oz. mikrospore ob ustreznih tretiranjih preusmeri v 
nastanek embrija. Gre za preusmeritev gametofitnega v sporofitni razvoj. Poznamo dva in 
vitro načina androgeneze: kultura prašnic in kultura izoliranih mikrospor. Pogosteje je 
uporabljena kultura mikrospor, ki je sicer zahtevnejša od kulture prašnic, vendar z njo 
popolnoma onemogočimo vpliv somatskega tkiva na embriogenezo in regeneracijo 
heterozigotov iz somatskih celic. Slabost androgeneze je v tem, da je njen uspeh močno 
odvisen od genotipa rastline in da ni primeren za vse rastline, saj pogosto prihaja do 
neodzivnosti nekaterih vrst. V primeru, ko androgeneza ni uspešna, uporabljamo ginogenezo 
(Murovec, 2013).  
 
Ginogeneza je razvoj haploida iz ženskega gametofita (Bohanec, 1992). Poteka tako, da 
nezreli ženski gametofiti ob ustreznih fizikalnih pogojih v tkivni kulturi neoprašenih cvetov, 
socvetji, plodnic ali njihovih delov dozorijo v haploidne rastline. Pri večini primerov je manj 
uporabljena kot androgeneza, saj je delež podvojenih haploidov bistveno manjši zaradi 
majhnega števila semenskih zasnov. Prednost pa je v tem, da se jo lahko uporabi v primeru, 
če androgeneza ni uspešna (čebula) ali pa pri rastlinah, ki so moško sterilne, oziroma pri 






Potokar U.K. Haploidna embriogeneza in mikropropagacija … zelja (Brassica oleracea var. capitata L.).   
    Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017  
 
 
2.1.1 Pogoji rasti izhodiščnih rastlin 
 
Pogoj za uspešno izolacijo in indukcijo haploidov s kulturo mikrospor je zdrava, dobro 
prehranjena izhodiščna rastlina, ki jo lahko gojimo tako na prostem kot v zaprtih prostorih. 
Pomembno je, da ohranjamo nespremenjeno rastno okolje. Pri gojenju v zaprtih prostorih 
lahko nadzorujemo rastne razmere in s tem omogočimo, da nanje ne vplivajo zunanji 
dejavniki: vremenske razmere, bolezni in škodljivci (Wolyn in Nichols, 2003). 
 
Izhodiščne rastline zelja je treba vernalizirati: za 90 dni jih izpostavimo temperaturi 5 °C in 
16 -urni fotoperiodi. Po končanem obdobju vernalizacije, rastline še naprej rastejo pri 16 - 
urni fotoperiodi, dnevno/nočni temperaturi 15 °C/10 °C in nizki zračni vlagi. Enkrat na teden 
je rastline treba dognojiti s tekočim gnojilom NPK v razmerju 20 : 10 : 20 (Hansen, 2003).   
 
2.1.2 Gojišča za indukcijo haploidov 
 
Za indukcijo haploidov po poti androgeneze se v večini primerov uporablja NLN gojišče 
(Lichter, 1982), z različnimi modifikacijami npr. z dodatkom različnih koncentracij saharoze 
(12,5 % - 17 %), polietilen glikola (PEG), glutamina in drugih komponent (Ferrie, 2011). 
 
Pri rodu Brassica se je kot najprimernejše za gojenje kulture mikrospor izkazalo  
brezhormonsko NLN gojišče, ki mu je dodana 13% saharoza, zato mu pravimo tudi NLN-
13. Gojišče je filtrsko sterilizirano skozi filter v velikosti 0, 22 μm (Hansen, 2003). 
 
2.1.3 Vpliv aktivnega oglja 
 
Gojiščem pogosto dodajamo tudi aktivno oglje, ker naj bi absorbiralo toksične snovi iz gojišč 
in hkrati spodbujalo embriogenezo (Bohanec, 1992).  
 
Shumilina in sod. (2015) je uspelo zvišati odstotek embriogeneze pri kitajskem zelju z 
dodatkom aktivnega oglja in polihidrokis steroida 24-epilbrasinolid (EpB).  Če so dodali le 
aktivno oglje, se učinkovitost indukcije embrijev ni spremenila.   
 
2.1.4 Stresni dejavniki za preusmeritev gametofitnega razvoja v sporofitni 
 
Razvoj embrijev lahko spodbudimo z različnimi stresnimi dejavniki, kot so temperaturni 
stres (znižanje ali zvišanje temperature), pomanjkanje saharoze ali dušika, osmotski stres ali  
sredstva za podvajanje genoma (Dwivedi in sod., 2015). 
 
S temperaturnim stresom pri vrstah iz rodu Brassica dosežemo, da se gametofitni razvoj 
preusmeri v sporofitnega. Največji učinek dosežemo, če ga izvedemo takoj po izolaciji 
mikrospor. Z izbiro najprimernejše temperature lahko še dodatno spodbudimo sporofitni 
razvoj (Ferrie in Caswell, 2011). 
 
Temperaturni stres izvedemo tako, da izolirane mikrospore postavimo v inkubator, v temo 
za 48 ur pri temperaturi 32,5°. Temperatura inkubacije je sicer odvisna od posameznega 
genotipa (Hansen, 2003).   
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2.1.5 Izsuševanje embrijev 
 
Izsuševanje embrijev s pomočjo abscizinske kisline (ABA) omogoči višji odstotek 
regeneracije. Po izsušitvi tretirani embriji večinoma tvorijo poganjke, ki se razvijejo v 
normalne rastline, za razliko od netretiranih, ki mnogokrat ozelenijo, a ne tvorijo poganjkov 
oziroma so le –ti vitrificirani.  S tem postopkom dosežemo znižanje vlage z 90 % na 10 - 
15% in zaustavimo metabolne procese. Embriji v postopku izsuševanja ne rastejo, postanejo 
svetlo-rumeni in krhki (Hansen, 2000, 2003).  
 
2.1.6 Gojišča za regeneracijo embrijev 
 
Kot gojišče za regeneracijo embrijev v rastline je najprimernejše trdno B5 gojišče (Gamborg 
in sod., 1968) z različnimi modifikacijami, kot so dodatek različnih koncentracij B5 gojišča 
(celotna ali polovična) ali različna koncentracija dodane saharoze. (Hansen, 2003; Ferrie in 
Behune, 2011). 
 
2.1.7 Merjenje ploidnosti 
 
Poznamo posredne in neposredne metode za merjenje ploidnosti. Posredne metode so 
pretočna citometrija, razlike v morfoloških lastnostih rastlin, fertilnost rastlin, velikost 
listnih rež, število kloroplastov v celicah zapiralkah. Med neposredne metode pa sodi štetje 
kromosomov. Med vsemi je pretočna citometrija najbolj zanesljiva in najhitrejša. Štetje 
kromosomov se uporablja predvsem pri določanju ploidnosti koreninskih izsečkov 
(Bohanec, 2003; Murovec, 2013).    
 
Pretočna citometrija je enostavna in učinkovita identifikacijska metoda za merjenje 
ploidnosti. Temelji na merjenju količine DNA v jedru. Prednosti metode so v tem, da lahko 
regenerantom že v zgodnjih fazah rasti in z majhno količino rastlinskega materiala določimo 
ploidnost, prav tako pa  lahko določimo tudi miksoploidne regenerante, ki jih z drugimi do 
zdaj znanimi tehnikami ni bilo mogoče (Murovec, 2013; Dwivedi in sod., 2015). 
 
2.1.8 Čista linija 
 
Čista linija so rastline, ki so pretežno homozigotne in genetsko zelo izenačene. Dobimo jih 
s samoopraševanjem ali z biotehnološkimi postopki, kot je indukcija haploidov iz mikrospor 
ali semenskih zasnov. Čiste linije so nujno potrebne za pridobivanje hibridov, saj s križanjem 
dveh čistih linij pridobimo uniformno potomstvo F1 generacije. Biotehnoloških postopkov 
se poslužujemo tudi takrat, ko se pri določenih čistih linijah pojavi  samoinkompatibilnost, 
oziroma ko želimo skrajšati postopek žlahtnjenja (Bohanec, 1992). 
 
Samoinkompatibilnost pomeni, da ob samooprašitvi cvetni prah ne oplodi ženske spolne 
celice in ne pride do tvorbe zigote. Poznamo dve vrsti inkompatibilnosti: gametofitno in 
sporofitno. Pri gametofitni inkompatibilnosti pride do zavrnitve peloda preko haploidnega 
pelodnega genoma. Pri sporofitni inkompatibilnosti, ki se pojavlja tudi pri zelju, je razlog za 
zavrnitev peloda diploidni genom očeta (Nettancourt, 1977).  
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Družine, pri katerih najpogosteje prihaja do pojava samoinkompatibilnosti, so Brassicaceae, 
Solanaceae, Papaveraceae, Asteraceae in Convolvulaceae (Tovar-Mendez in McClure, 
2016).  
 
Težava samoinkompatibilnosti pri čistih linijah je v tem, da zelo samoinkompatibilne 
rastline težko razmnožujemo. V tem primeru se poslužujemo postopka mikropropagacije. 
Samoinkompatibilnost pa je lahko tudi pozitivna lastnost v postopku pridobivanja 
hibridnega semena, saj predhodna sterilizacija ženske starševske rastline ni potrebna 
(Bohanec, 1992; Fang in sod, 1997). 
 
2.2 MIKROPROPAGACIJA ČISTIH LINIJ 
 
2.2.1 Načini mikropropagacije 
 
Mikropropagacija je postopek klonskega razmnoževanja rastlin iz izsečkov s pomočjo 
tkivnih kultur. Je tudi osnovna tehnika ostalih tkivnih kultur, saj z njo ohranjamo in 
razmnožujemo rastline (Bohanec, 1992). 
 
Prednost mikropropagacije je v tem, da lahko v kratkem času vzdržujemo, razmnožujemo in 
regeneriramo rastline, ki se po klasičnem postopku počasi oziroma težko razmnožujejo. To 
so na primer orehi (Kepeneka in Kolağasi, 2016), kostanj (Roussos in sod., 2016) in nekatere 
okrasne rastline (Ahmadian in sod., 2017). 
 
Za vzpostavitev tkivne kulture uporabljamo predvsem meristemsko tkivo. To je vrhnji del 
rastnega vršička na poganjku ali korenini. Zanj so značilne intenzivne celične delitve. To 
nam omogoča, da dobimo veliko število celic, ki so sposobne diferenciacije v rastlinska 
tkiva, hkrati pa so to tudi najmanj okuženi deli rastline. Poznamo dva tipa meristemov: 
   - apikalni meristem: ta predstavlja najmanj okuženi del rastline, zato je najprimernejši za       
postopek mikropropagacije. Nahaja se v vršičku poganjka ali korenine. Omogoča primarno 
rast; 
   - aksilarni meristem; to so stranski poganjki, ki se nahajajo na steblu ali pa ob internodijih. 
Razviti se morajo v aplikalni meristem. Omogočajo sekundarno rast (Štajner, 2014).  
 
2.2.2 Gojišča primerna za mikropropagacijo 
 
V postopku mikropropagacije je ključnega pomena to, da rastlinam zagotovimo ustrezne 
rastne razmere, zato jim dodajamo organska in anorganska hranila. Osnovne komponente 
gojišč so:  
   -esencialni elementi, ki jih dodamo kot mešanico soli, 
   -vitamini, 
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Glede na rastlinski material, ki ga želimo mikropropagirati dodamo še ostale komponente, 
kot so:  
   -sredstva za strjevanje gojišč (agar, agaroza, gellum-gum…), 
   -rastlinski hormoni, 
   -antibiotiki, 
   -aktivno oglje. 
 
Poleg tega je treba zagotoviti optimalno območje pH in sicer med 5,0 - 6,5. Pri tej vrednosti 
so namreč rastlinam anorganske snovi iz gojišča najdostopnejše (Bohanec, 1992; Babnik, 
2001; Štajner 2014). 
 
V preglednici 1 je predstavljenih nekaj primerov gojišč za mikropropagacijo pri različnih 
rastlinskih vrstah. 
 
Preglednica 1: Prikaz gojišč za mikropropagacijo različnih rastlinskih vrst 
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2.2.3 Vloga hormonov  
 
Hormoni so najpomembnejši notranji regulatorji rasti in razvoja. V rastlinah se nahajajo v 
zelo majhnih koncentracijah in ne služijo kot hranila. Poznamo avksine, citokinine, 
gibereline, etilen, abscizinsko kislino in brasinosteroide (Vodnik, 2012). 
 
V rastlinskih tkivih je pomembnejše ravnovesje hormonov kot pa koncentracija 
posameznega hormona. Za rast poganjkov je ključnega pomena razmerje med avksini in 
citokinini, saj nam omogočata tako delitev kot tudi rast celic. 
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Avksini  povečajo in izdolžujejo celice ter pospešijo razvoj adventivnih korenin. Poznamo 
naravne avksine kot so IAA (indol ocetna kislina) in sintetične NAA (α-naftalen ocetna 
kislina), IBA (indol maslena kislina) in 2,4-D (2,4-diklorofenoksiocetna kislina). 
 
Citokinini pa vplivajo na razvoj še nediferenciranega tkiva in na delitev celic ter preprečujejo 
koreninjenje. Naravni citokinin je zeatin, bolj uporabljena pa sta sintetična kot so BAP (6-
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL  
 
3.1.1 Rastlinski material uporabljen za indukcijo haploidov s kulturo mikrospor 
 
Pri indukciji haploidov iz mikrospor smo za izhodiščni material uporabili genotipe zelja, ki 
so potomci križanj med čistimi linijami (2, 4, 5, 92) iz preteklih ciklusov žlahtnjenja in 
hibridom Atria F1 ter avtohtono populacijsko sorto Kranjsko okroglo (K. o.), ki smo jo 
pridobili iz genske banke. Za indukcijo smo uporabili tudi tuje komercialne hibride in 
domači hibrid Presnik F1 (preglednica 2). V preglednici je podano tudi število rastlin, ki smo 
jih uporabili pri izolaciji za posamezen genotip.  
 
Preglednica 2: Genotipi in število rastlin za izolacijo mikrospor 
Genotipi Število rastlin, uporabljenih za izolacijo mikrospor 
Presnik F1 3 
Atria F1 x 4 3 
2 x Atria F1 4 
Kranjsko okroglo x 5 2 
Kranjsko okroglo x 92 3 
Krautman F1 6 
Burton F1 3 
Fieldwinner F1 3 
 
3.1.2 Rastlinski material uporabljen za mikropropagacijo čistih linij 
 
Za izhodiščni material smo uporabili čiste linije, ki izhajajo iz preteklih ciklusov križanja in 
za katere je bilo že predhodno ugotovljeno, da imajo visoko stopnjo samoinkompatibilnosti 
in jih je zato težko samooprašiti. Te linije so nujno potrebne za pridobivanje hibridov s 
primernimi lastnostmi za potrošnika. V preglednici 3 so navedene linije in genotipi 
izhodiščnih rastlin, iz katerih smo pridobili čiste linije s postopkom indukcije podvojenih 
haploidov iz mikrospor v preteklih ciklusih žlahtnjenja. 667, 885, 712 so čiste linije, 
pridobljene iz genotipov, ki so vključevali dednino populacijske sorte Varaždinsko in hibrida 
Hawke F1, R41 pa je čista linija, ki vključuje le dednino Hawke F1. Matsumo F1 je 
komercialni hibrid, odporen na črno žilavko kapusnic (Xanthomonas campestris pv. 
campestris). 
Preglednica 3: Seznam čistih linij vključenih v poskus mikropropagacije  
Izhodiščna rastlina Čista linija 
667 x Matsumo F1 180 
667 x 885 231 
667 x Matsumo F1 267 
R41 x Varaždinsko 278 
712 x Varaždinsko 371 
667 x Matsumo F1 393 
667 x Matsumo F1 454 
667 x 885 458 
667 x 885 460 
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3.2 METODE DELA 
 
3.2.1 Indukcija haploidov s pomočjo kulture mikrospor 
 
3.2.1.1 Pogoji rasti starševskih rastlin 
 
Starševske rastline smo gojili na polju in v rastlinjakih na Biotehniški fakulteti v Ljubljani 
na Oddelku za agronomijo. Leta 2015 smo jih posadili na polje, jih oktobra pobrali in jih 
prestavili v hladilnico, kjer smo rastline tri mesece vernalizirali pri 5 °C. Januarja 2016 smo 
rastline posadili v lonce s premeroma 20 cm, v substrat Klasmann Tonsubstrat in jih gojili v 
rastlinjaku pri dnevno/nočni temperaturi 20 °C/15 °C do konca cvetenja.  
 
3.2.1.2 Sterilizacija cvetnih brstov v primerni razvojni fazi 
 
Za uspešno izolacijo mikrospor je treba določiti primerno velikost cvetov, saj je pomembno, 
da je večina mikrospor v pozni enojedrni fazi. Zaprti cvetni brsti ustrezne dolžine so primerni 
za pobiranje takrat, ko so v socvetju popolnoma odprti najmanj trije cvetovi. Za vsako 
izolacijo smo porezali 30 cvetnih brstov primerne dolžine. Postopek sterilizacije in vse 
nadaljnje postopke smo opravljali v komori za aseptično delo, v kateri smo cvetne brste šest 
minut sterilizirali v 1,66% raztopini dinatrijeve dikloroizocianurne kisline (DICA) z 
dodatkom močila Tween in jih nato trikrat po pet minut spirali s sterilno bidestilirano vodo.   
 
3.2.1.3 Vzpostavitev kulture mikrospor 
 
Za vzpostavitev kulture mikrospor smo uporabili tekoče NLN (Lichter, 1982). 
brezhormonsko gojišče s 13 % saharoze in pH vrednostjo 6,0. Natančna sestava je podana v 
preglednici 4. Gojišče smo pripravili tako, da smo zatehtali NLN mešanico, ji dodali 
saharozo in jo z mešanjem na magnetni plošči raztopili v destilirani vodi. Nato smo umerili 
pH in gojišče filtrsko sterilizirali preko filtra v velikosti 0,22 μm. Gojišče smo do uporabe 
hranili v hladilniku. Sterilizirane cvetne brste smo zmečkali v čaši, v katero smo dodali 2 ml 
tekočega NLN gojišča.  
 
Macerirani brsti so bili filtrirani skozi dvojno plast filtra v velikosti 40 μm, ki smo ga sprali 
z 38 ml NLN gojišča. Filtrat smo s pipeto odpipetrirali v 10 ml centrifugirke in centrifugirali 
tri minute pri 190 g. Usedlino smo ponovno resuspendirali in postopek centrifugiranja še 
dvakrat ponovili. Po končanem centrifugiranju smo mikrospore iz vseh epruvet zlili skupaj 
in jim dodali potrebno količino gojišča – končna koncentracija mikrospor je ustrezala enemu 
brstu na ml gojišča. Za poskus smo poleg navedenega gojišča uporabili še gojišče, ki smo 
mu ob koncu izolacije dodali toliko oglja, da je končna koncentracija v gojišču ustrezala 
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Izolirane mikrospore smo prelili v dve centrifugirki (ena brez oglja, druga z ogljem) v 
velikosti 50 ml in jih postavili v temno komoro na 30 °C za 48 ur. Nato smo izvedli 
štiriminutno centrifugiranje pri 190 g, odlili gojišče in mikrosporam dodali enako količino 
svežega NLN gojišča, premešali in raztopino prelili v petrijevke velikosti 5 cm, jih zavili s 
parafilmom ter jih postavili v temo na 25 °C za 10 dni. Tri petrijevke so bile kontrola, saj so 
vsebovale le gojišče NLN, trem pa smo dodali oglje. Po desetih dneh smo petrijevke 
prestavili na stresalnik s 40 obrati na minuto. Po 33 dneh smo prešteli število embrijev.  
 




Ca(NO3)2 X 4H2O 500 
KH2PO4 125 
KNO3 125 
MgSO4 X 7H20 125 
 
Železo (mg/l) 
FeSO4 X 7H2O 27,8 
Na2 – EDTA 37,3 
 
Mikroelementi (mg/l) 
CoCl2 X 6H2O 0,025 
CuSO4 X 5H2O 0,025 
H3BO3 10,0 
MnSO4 X H2O 18,94 
Na2MnO4 X 2H2O 0,25 
ZnSO4 X H2O 7,69 
 
Vitamini (mg/l) 
L – glutamin 800 
Glicin 2 
L – serin 100 




Folna kislina 0,5 
Glutation 30 
M – inositol 100 
  
 3.2.1.4 Dodajanje ABA in izsuševanje embrijev 
 
Abscizinsko kislino smo raztopili v 70 % alkoholu in jo z mikropipeto odpipetirali v 
posamezne petrijevke ter počakali, da je alkohol izhlapel. Nato smo v petrijevke dodali toliko 
NLN gojišča, da je končna koncentracija ABA v gojišču ustrezala 5 mg/l. Polovico embrijev 
pri vsakem genotipu smo prestavili na gojišče z ABA, jih zaprli s parafilmom in jih za 24 ur 
postavili v temno komoro pri temperaturi 25 °C. Po končanem 24 -urnem tretiranju smo 
embrije prestavili v nove petrijevke s sterilnim filtrirnim papirjem in jih ponovno postavili 
v temno komoro na 25 °C za 30 - 40 dni na izsuševanje.  
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3.2.1.5 Regeneracija in aklimatizacija embrijev 
 
Embrije, ki so bili dovolj veliki, smo regenerirali na dva načina, in sicer (Gamborg in sod., 
1986): 
     –    iz tekočega NLN gojišča smo embrije brez izsuševanja prestavili direktno na B5 gojišče 
(preglednica 5) v petrijevke s premeroma 9 cm, 
–    po obdobju izsuševanja z dodatkom ABA smo embrije prestavili v petrijevke     
premeroma 9 cm na B5 gojišče (Gamborg in sod., 1986).  
 
B5 gojišče je bilo brezhormonsko z dodatkom 2 % saharoze in 0, 7 % agarja ter vrednostjo  
pH 5,8. Embrije, ki so se regenerirali in tvorili poganjke, smo prestavili v okrogle steklene 
posodice in jih še naprej gojili na B5 gojišču. Po 40 -50 dneh od prvega kultiviranja na B5 
gojišču smo izmerili ploidnost in podvojene haploidne regenerante presadili v zemljo 
(substrat Klasmann Tonsubstat), najprej v mini rastlinjak, nato pa smo jih presajene v lončke 
s premeroma 10 cm prestavili v rastlinjak. 
 






NaH2PO4 X H2O 150 
CaCl2 X H2O 150 
MgSO4 X 7H2O 250 
 
Železo (mg/l) 
FeSO4 X 7H2O 27,8 




MnSO4 X 4H2O 13,2 
ZnSO4 X 7H20 2 
KJ 0,75 
NaMoO4 X 2H2 0,25 
CuSO4 X 5H2O 0,025 
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3.2.1.6 Merjenje ploidnosti 
 
Regenerantom smo ploidnost izmerili preden smo jih prinesli v in vivo pogoje. Stopnjo 
ploidnosti smo določili s tehniko pretočne citometrije. Uporabili smo pretočni citometer 
Cvflow space in modificirano metodo Otta in sod. (1981), ki temelji na izolaciji jeder s 
citronsko kislino in barvanju jeder s fluorokromom DAPI v fosfatnem pufru.  DAPI se veže 
na DNA in ima visoko fluorescenčno intenziteto. Rezultat analize je histogram vsebnosti 
jedrne DNA. Za analizo smo uporabili liste regenerantov, ki smo jih sesekljali in dodali 0.1 
M raztopino citronske kisline ter 0,5% Tweena. Tako smo mehanično izolirali jedra iz tkiva, 
ki smo jih nato prefiltrirali preko filtra s porami v velikosti 50 μm. Jedra smo zatem pobarvali 
z DAPI in analizirali vzorec v pretočnem citometru, ki izmeri emitirano fluorescenco jeder.  
Rezultat analize je C1 pik, ki smo ga primerjali s kontrolo, diploidnim zeljem in tako določili 
ploidnost našim regenerantom. Podvojene haploidne regenerante smo nato prestavili v 
okrogle steklene posodice in jih še naprej gojili na B5 gojišču, haploidne regenerante pa smo 
zavrgli.  
 
3.2.1.7 Aklimatizacija  
 
Po 30 -40 dneh, ko so se regeneranti razrastli in so tvorili čvrste korenine smo jih iz gojišč 
za regeneracijo presadili v zemljo – Klasmann Tonsubstrat in sicer najprej v mini-rastlinjak 
nato pa v ločke s premeroma 12 cm. Gojili smo jih v rastlinjaku pri dnevno/nočni temperaturi 
20 °C/15 °C.   
 
3.2.2 Mikropropagacija čistih linij 
 
3.2.2.1 Pogoji rasti izhodiščnih rastlin 
 
Rastline iz katerih smo pobrali brste, ki smo jih nato uporabili v postopku mikropropagacije, 
smo gojili v rastlinjaku na Biotehniški fakulteti v Ljubljani na Oddelku za agronomijo, in 
sicer  pod enakimi pogoji kot rastline, ki smo jih uporabili za indukcijo haploidov. 
 
3.2.2.2 Sterilizacija brstov 
 
Iz donorskih rastlin smo pridobili brste, ki so rastli kot aksialni poganjki in jih sterilizirali. 
Postopek je potekal v laboratoriju v aseptičnih komorah. Brste smo 10 -15 minut sterilizirali 
v 1,66% raztopini dinatrijeve dikloroizocianurne kisline (DICA) z dodatkom močila Tween 
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3.2.2.3 Sestava gojišča 
 
Za vzpostavitev kulture smo uporabili MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962), katerega 
sestava je podana v preglednici 6. 
 






CaCl2 x 2H2O 440 




Na2Fe4 – EDTA 37,2 




MnSO4 x 4H2O 22,3 
ZnSO4 x 7H2O 8,6 
KJ 0,83 
CuSO4 x 5H2O 0,025 
CoCl2 x 6H2O 0,025 









Gojiščem smo dodali še 20 g/l saharoze ter različne koncentracije in kombinacije rastnih 
hormonov. V preglednicah 7, 8, 9 in 10 so podane sestave gojišč, ki smo jih uporabili v 
postopkih mikropropagacije. 
 
Preglednica 7: Sestava gojišča 1 za vzpostavitev kulture 
MS (Duchefa MO222) (mg/l) Saharoza (g/l) Hormoni (mg/l) 
4405,19 20 IBA: 2,0  
BAP: 2,0 
 
Preglednica 8: Sestava gojišča 2 za vzpostavitev kulture 
MS (Duchefa MO222) (mg/l) Saharoza (g/l) Hormoni (mg/l) 
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Preglednica 9: Sestava gojišča 3 za vzpostavitev kulture 
MS (Duchefa MO222) (mg/l) Saharoza (g/l) Hormoni (mg/l) 
4405,19 20 IAA: 1,0  
BAP:1,0 
 
Preglednica 10: Sestava gojišča 4 za koreninjenje 
MS (Duchefa MO222) (mg/l) Saharoza (g/l) Hormoni (mg/l) 
2202,59 20 / 
 
3.2.2.4 Priprava gojišč  
 
Gojišča smo pripravili tako, da smo zatehtali potrebne količine posameznih sestavin. Za 
hormone pa smo pripravili založne raztopine, ki smo jih hranili v hladilniku. Ko smo 
zatehtali vse komponente, smo jih raztopili in dodali destilirano vodo do ustreznega volumna 
ter umerili pH na 5,8. Da smo dobili ustrezno pH -vrednost, smo raztopini dodajali 0,1 ali 
1,0 M NaOH ali HCl. Nato smo raztopini dodali še agar, premešali in gojišče segrevali v 
mikrovalovni pečici do vretja. Po 30 ml gojišča smo nato razlili v posamezno okroglo 
stekleno posodico in vse pokrili s plastičnimi pokrovi. Tako pripravljena gojišča smo 
sterilizirali v avtoklavu, in sicer 15 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar-a.  
 
3.2.2.5 Vzpostavitev kulture in subkultiviranje 
 
Sterilizirane brste smo prenesli na sterilne papirnate kartončke, na katerih smo s pomočjo 
sterilne pincete in skalpela obrezali poškodovano tkivo ter jih inokulirali na pripravljena 
gojišča. Na vsako od treh gojišč za razrast smo inokulirali po dva brsta. Gojišče 4 pa smo 
uporabili v kasnejših fazah rasti za koreninjenje namnoženih poganjkov. Subkultiviranje je 
potekalo v rastni komori pri 25 °C in 16 -urni fotoperiodi.  
 
3.2.2.6 Koreninjenje poganjkov 
 
Preden smo namnožene poganjke prestavili na gojišče 4, ki je namenjeno koreninjenju, smo 
poganjke vzeli iz gojišč, jih položili na sterilne papirnate kartončke, jim odstranili kalus in 
posamezne poganjke prenesli na gojišče za koreninjenje, tako da so se pri vsakem poganjku 




Rastline, ki so v tkivni kulturi razvile korenine, smo presadili v zemljo. Previdno smo jih 
odstranili iz gojišča, jim očistili korenine in jih posadili v mini-rastlinjake, ki so bili 
napolnjeni s substratom Klasmann Tonsubstrat. Mini rastlinjake smo iz laboratorija prenesli 
v rastlinjak in rastline gojili pri dnevno/nočni temperaturi 20 °C/15 °C. Ko so se razrastle, 
smo jih presadili v lončke s premeroma 12 cm. 
25 
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3.2.3 Analiza podatkov 
 
Podatke smo pridobili s štetjem posameznih embrijev oziroma regeneriranih rastlin, ki so se 
razvile v postopku haploidne embriogeneze oziroma mikropropagacije. Zbrane podatke smo 
uredili, statistično obdelali z opisno statistiko oziroma s programom Statgraphics Centurion 
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4.1 INDUKCIJE HAPLOIDOV S POMOČJO KULTURE MIKROSPOR 
 
4.1.1 Vpliv genotipa na indukcijo haploidov  
 
Za posamezno obravnavanje smo prešteli število nastalih embrijev. V preglednici 11 so 
prikazane povprečne vrednosti +/ - standardne napake (SN) za 24 ponovitev (5 ml 
suspenzije/petrijevko) za vsak genotip. Pri stopnji tveganja 0,05 se povprečne vrednosti, ki 
so označene z različnimi črkami, med seboj statistično razlikujejo.  
 
Preglednica 11: Povprečno število embrijev na petrijevko po posameznih genotipih 
Genotip Povprečno število embrijev na petrijevko 
Presnik F1 90,3 ± 5,5 a 
2 x Atria F1 85,6 ± 11,0 a 
Atria F1 x 4 51,0 ± 6,0 b 
Kranjsko okroglo x 92 39,0 ± 6,2 b 
Kranjsko okroglo x 5 34,4 ± 6,7 bc 
Krautman F1 17,9 ± 4,4 d 
Burton F1 12,1 ± 9,4 dc 
Fieldwinner F1 11,4 ± 7,0 d 
 
Pri vseh preučevanih genotipih je prišlo do razvoja embrijev. Potek razvoja embrijev je viden 
na sliki 2. Razlike v številu embrijev so posledica različne odzivnosti posameznega genotipa 
na postopek indukcije haploidov s pomočjo kulture mikrospor. Najvišjo stopnjo odzivnosti 
je imel hibrid Presnik F1 z 90,3 embrija/petrijevko. Visoko odzivnost sta imela tudi križanca 
z avtohtono slovensko sorto Kranjsko okroglo, in sicer Kranjsko okroglo x 92 z 39,0 
embrija/petrijevko ter Kranjsko okroglo x 5 s 34,4 embrija/petrijevko. Najmanj odziven je 
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Slika 1: Povprečno število embrijev na petrijevko po posameznih genotipih 
 
   
 
 
Slika 2: Razvojne faze embrijev, izoliranih iz mikrospor; A – začetne delitve mikrospor, B – skupek deljenih 
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4.1.2 Vpliv oglja na indukcijo haploidov 
 
S poskusom smo želeli ugotoviti, ali ima oglje, ki ga dodamo v NLN gojišče ob izolaciji, 
vpliv na rast in razvoj embrijev (slika 4). V preglednici 12 in na sliki 3 so prikazane 
povprečne vrednosti +/ - standardne napake (SN) za 96 ponovitev (5 ml 
suspenzije/petrijevko) za vsako obravnavanje. Pri stopnji tveganja 0,05 se tretiranji med 
seboj nista statistično razlikovali.  
 
Preglednica 12: Povprečno število embrijev na petrijevko glede na različni tretiranji 
Tretiranje Povprečno število embrijev na petrijevko 
Brez oglja – kontrola 47,2 ± 2,4 a 




Slika 3: Povprečno število embrijev na petrijevko glede na različni tretiranji 
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4.1.3 Vpliv oglja na odstotek regeneracije 
 
Zanimalo nas je tudi, če oglje ob izolaciji embrijev vpliva na njihovo regeneracijo (slika 9) 
v zdrave in vitalne rastline. V preglednici 13 ter sliki 5 so podani odstotki regeneracije pri 
kontroli ter ob dodatku oglja. V preglednici 14 ter sliki 6 pa so podani odstotki regeneracije 
pri posameznih genotipih.  
 
Preglednica 13: Odstotek regeneracije embrijev brez ali z ogljem 





Brez oglja-kontrola 861 250 29,03 
Z ogljem 1398 421 30,01 
 
Od 2259 embrijev, ki smo jih inokulirali na gojišče smo dobili 671 regenerantov, od tega 
250 pri kontroli in 421 pri dodanem oglju. Odstotek regeneracije je bil pri oglju višji le za 
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Preglednica 14: Odstotek regeneracije embrijev po posameznih genotipih brez ali z ogljem 
Genotipi Brez oglja (%) – kontrola Z ogljem (%) 
Presnik F1 30,8 31,0 
2 x Atria F1 25,0 25,2 
Atria F1 x 4 25,3 25,9 
Kranjsko okroglo x 92 26,7 27,0 
Kranjsko okroglo x 5 30,0 30,9 
Krautman F1 37,0 38,5 
Burton F1 26,5 26,9 




Slika 6: Odstotek regeneracije po posameznih genotipih brez ali z ogljem 
Genotipi se glede na tretiranje v odstotkih regeneracije niso razlikovali. Hibridi Krautman 
F1, Fieldwinner F1 in Presnik F1 so imeli večji odstotek regeneracije v primerjavi z ostalimi, 
































brez oglja z ogljem
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4.1.4 Vpliv ABA na odstotek regeneracije 
 
Z dodatkom ABA smo želeli ugotoviti njen vpliv na sposobnost embrijev, da se regenerirajo 
(slika 9) v zdrave in vitalne rastline. Rezultati so podani v preglednici 15 ter na sliki 7, in 
sicer kot odstotki regeneracije z ali brez ABA.  
 
Preglednica 15: Odstotek regeneracije embrijev po posameznih genotipih brez ali z ABA 
Genotip Brez ABA (%)-kontrola Z ABA (%)  
Presnik F1 38,6 37,0 
2 x Atria F1 35,0 50,8 
Atria F1 x 4 38,0 21,7 
Kranjsko okroglo x 92 28,8 54,0 
Kranjsko okroglo x 5 23,8 50,0 
Krautman F1 36,0 69,1 
Burton F1 30,0 77,9 
Fieldwinner F1 46,0 73,3 
 
Pri vseh genotipih je bila regeneracija po izsuševanju na filter papirju (slika 8) z ABA višja, 
razen pri genotipu Presnik F1, kjer je bila za 1,6 % višja regeneracija brez izsuševanja in pri 
Atria F1 x 4 kjer je bila višja kar za 16,3 %. Najvišji odstotek regeneracije je imel genotip 
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Slika 7: Odstotek regeneracije po posameznih genotipih brez ali z ABA 
 
Slika 8: Izsuševanje embrijev na filter papirju po dodatku ABA 
 























brez ABA z ABA
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4.1.5 Ploidnost regenerantov 
 
S pretočnim citometrom smo izmerili ploidnost regenerantov. Za nadaljnji poskus smo 
potrebovali samo podvojene haploidne regenerante. Preglednica 16 prikazuje število in 
odstotke regnerantov ter podvojenih haploidov glede na tretiranje.   
 
Preglednica 16: Število podvojenih haploidnih regenerantov brez ali z ogljem 





250 90 36 
Z ogljem 421 185 44 
 
Od skupno 671 izmerjenih regenerantov, smo dobili 275 podvojenih haploidov (41 %). 
Pri tretiranju z ogljem smo dobili višje število regenerantov v primerjavi s kontrolo ter tako 
posledično tudi za 8 % večji delež podvojenih haploidnih rastlin.  
 
V preglednici 17 in na sliki 10 so podani odstotki podvojenih haploidov po posameznih 
genotipih. 
Preglednica 17: Odstotek podvojenih haploidov za posamezen genotip 
Genotip Brez oglja - kontrola(%) Z ogljem (%) 
Presnik F1 38,24 50 
2 x Atria F1 25 27,93 
Atria F1 x 4 32,94 35,29 
K. O. x 92 36 38,46 
K. O. x 5 38,46 43,40 
Krautman F1 36,36 67,65 
Burton F1 37,04 38,89 
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Slika 10: Odstotek podvojenih haploidov za posamezen genotip 
Pri vseh genotipih smo pri tretiranju z ogljem dobili višji odstotek podvojenih haploidov kot 
pri kontroli (slika 10). Najbolj odzivna genotipa sta bila hibrida Krautman F1 in Presnik F1. 
Pri genotipu Krautman F1 ob tretiranju z ogljem je bil delež podvojenih haploidov najvišji 
(67,65 %) in kar za 31 % višji kot pri kontroli. Pri ostalih genotipih ni bilo velikih odstopanj 
med obravnavanji.  
 
4.1.6 Uspešnost aklimatizacije 
 
Od 275 podvojenih haploidnih regeneriranih rastlin in vitro se je 270 rastlin uspešno 
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4.2 MIKROPROPAGACIJA ČISTIH LINIJ 
 
4.2.1 Vpliv različnih gojišč na rast poganjkov 
 
Pri postopku mikropropagacije smo sterilizirane aksialne poganjke inokulirali na tri različna 
gojišča ter primerjali njihov vpliv na razrast poganjkov; četrto gojišče je bilo namenjeno 




Slika 12: Gojišča za razrast aksialnih poganjkov 
V preglednici 18 je podano povprečno število poganjkov +/ - SN glede na gojišče. Za vsako 
obravnavanje je število ponovitev 90 (2 izsečka/gojišče v 45 steklenih posodicah). 
Povprečne vrednosti, ki imajo različne črke, se statistično razlikujejo med seboj pri stopnji 
tveganja 0,05.  
 
Preglednica 18: Vpliv gojišč na povprečno število poganjkov 
Gojišče Povprečno št. poganjkov na gojišče 
1 1,92 +/ - 0,16 b 
2 2,65 +/ - 0,17 a 
3 1,87 +/ - 0,18 b 
 
Povprečno največjo razrast poganjkov na gojišče smo dobili pri gojišču 2 (2,65 
poganjka/gojišče). Na gojiščih 1 in 3 je bila razrast manjša in med seboj primerljiva. Razlike 




Potokar U.K. Haploidna embriogeneza in mikropropagacija … zelja (Brassica oleracea var. capitata L.).   





Slika 13: Povprečno število poganjkov na gojišče 
V preglednici 19 je prikazano povprečno število poganjkov na brst +/ - SN glede na genotip. 
Število ponovitev za posamezno obravnavanje je 30 (2 izsečka/gojišče v 15 steklenih 
posodic). Črke, ki se med seboj razlikujejo, predstavljajo statistično različne povprečne 
vrednosti pri stopnji tveganja 0,05. 
 
Preglednica 19: Vpliv genotipa na povprečno število poganjkov na brst 
Genotip Povprečno št. poganjkov 
278 1,81 +/ - 0,49 ab 
180 1,83 +/ - 0,24 a 
267 1,83 +/ - 0,32 a 
458 2,06 +/ - 0,22 a 
393 2,07 +/ - 0,18 a 
454 2,10 +/ - 0,22 ab 
460 2,27 +/ - 0,21 ab 
231 2,65 +/ - 0,19 b 
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Genotip 371 je imel povprečno največ poganjkov na brst (2,72 poganjka/brst), medtem ko 
jih je imel genotip 278 najmanj (1,81 poganjka/brst). Pri genotipih 278, 231, 460, 454, 393 
in 458 sta se formirala povprečno več kot dva poganjka/brst. Enako razrast (1,83 




Slika 14: Povprečno število poganjkov glede na genotip 
 
 
Slika 15: Razrast posameznega aksialnega poganjka 
Pri gojiščih 1, 2 in 3, ki so bili namenjeni razrasti poganjkov (slika 15), rasti korenin ni bilo 
oziroma so se razvile ne prave korenine, zato je bilo treba poganjke prestaviti na gojišče 4 
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Slika 16: Primerjava tvorbe korenin: A - gojišče za razrast, B - gojišče za koreninjenje 
4.2.2 Uspešnost koreninjenja mikropropagiranih poganjkov 
 
Poganjke, ki smo jih razmnožili s pomočjo gojišč za razrast, smo nato prestavili na gojišče 
4, ki je bilo namenjeno koreninjenju poganjkov. Uspešnost koreninjenja je podana v 
odstotkih v preglednici 20. 
 
Preglednica 20: Odstotek koreninjenja poganjkov 
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4.2.3 Aklimatizacija mikropropagiranih poganjkov 
 
Rastline, ki so razvile korenine in niso bile okužene, smo nato iz in vitro pogojev prestavili 
v in vivo pogoje ter jih gojili v rastlinjaku (slika 17). Aklimatizacija je bila 97%. Nekaj rastlin 
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5.1.1 Indukcija haploidov s pomočjo kulture mikrospor 
 
5.1.1.1 Vpliv genotipa na indukcijo haploidov 
 
V poskusu smo testirali osem različnih genotipov. Zanimalo nas je, kakšno vlogo ima 
posamezen genotip na indukcijo haploidov, zato smo vse tretirali na enak način. Ugotovili 
smo, da je najbolj odziven genotip Presnik F1, saj se je pri njem razvilo najvišje število 
embrijev, ki pa so bili manjši kot pri ostalih genotipih,  posledično pa je bila tudi stopnja 
regeneracije nižja. Visoka odzivnost navedenega genotipa je posledica visoke odzivnosti 
izhodiščnih rastlin. Najnižje število embrijev se je v povprečju razvilo pri hibridu 
Fieldwinner F1, vendar so bili embriji posledično večji in bolj regenerativno sposobni. S tem 
smo potrdili navedbe drugih avtorjev (Murovec, 2013; Maluszynski, 2003), ki so na podlagi 
poskusov prišli do zaključka, da je odzivnost na indukcijo haploidov v veliki meri odvisna 
od genotipa. 
 
5.1.1.2 Vpliv oglja na indukcijo haploidov 
 
Oglje smo dodali zato, da bi ugotovili vpliv sredstva na indukcijo embriogeneze. Na podlagi 
poskusa smo ugotovili, da oglje nima statistično značilnega vpliva na razvoj embrijev, kar 
pomeni, da se število embrijev pri kontroli ni razlikovalo od števila embrijev pri tretiranju z 
ogljem. Leskovšek in sod. (2008) sicer navajajo, da so dobili višje število embrijev pri 
navadni rukvici ob dodatku oglja in da so celo neodzivni genotipi ob dodatku oglja postali 
odzivni.  
 
5.1.1.3 Vpliv oglja na odstotek regeneracije 
 
Regeneracija embrijev tretiranih z ogljem je bila le za 0,98 % višja kot pri kontroli. Na 
podlagi tega lahko sklepamo, da oglje ne vpliva na regeneracijo. Od 2.259 embrijev, ki smo 
jih inokulirali na gojišče, je bilo za 537 več embrijev, ki so se razvili na gojišču z ogljem. 
Razlog je v tem, da je bilo število embrijev pri oglju sicer manjše, a so bili le-ti večji in zato 
bolj regenerativno sposobni. Ugotovili smo, da je imel največji odstotek regenracije pri obeh 
tretiranjih hibrid Krautman F1.    
 
5.1.1.4 Vpliv ABA na odstotek regeneracije 
 
Pred inokulacijo embrijev na B5 gojišče, smo le–te tretirali z ABA in jih nato en mesec 
izsuševali. Hansen (2003) navaja, da naj bi imeli taki embriji večjo sposobnost regeneracije.  
To navedbo smo potrdili, saj je bila regeneracija v povprečju višja kot pri embrijih, kjer 
tretiranja z ABA in izsuševanja ni bilo. Pri hibridu Burton F1 je bila regeneracija po tretiranju 
z ABA skoraj 80 %. V začetnih fazah poskusa smo embrije preveč izsušili in posledično je 
bil odstotek regeneracije nižji. Zlasti v primeru, ko so embriji manjši, jih ne smemo preveč 
izsušiti. Nižji odstotek regeneracije smo zato zabeležili pri genotipih Presnik F1 in Atria x 
4. Skupno nam je uspelo regenerirati 671 rastlin.  
41 
Potokar U.K. Haploidna embriogeneza in mikropropagacija … zelja (Brassica oleracea var. capitata L.).   
    Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017  
 
 
5.1.1.5 Merjenje ploidnosti regenerantov 
 
S pomočjo pretočnega citometra smo izmerili ploidnost posameznih regenerantov in v 
postopku aklimatizacije uporabili le podvojene haploidne rastline (2n), saj le-te niso sterilne 
in jih bomo lahko uporabili v nadaljnjih ciklusih žlahtnjenja. Ker nismo uporabili sredstev 
za podvojevanje genoma, smo se zanašali na sposobnost rastlin, da same podvojijo genom, 
se pravi da pride do spontanega podvajanja. 
 
Ugotovili smo, da smo pri rastlinah, ki smo jih tretirali z ogljem, dobili za 8 % večji delež 
podvojenih haploidnih rastlin kot pri kontroli, čeprav se je pri oglju formiralo manjše število 
embrijev (38,3 embrija/petrijevko) v primerjavi s kontrolo (47,2 embrija/petrijevko).  
 
5.1.1.6 Uspešnost aklimatizacije 
 
Od 275 regeneriranih rastlin smo uspešno aklimatizirali 270 rastlin. To pomeni, da je bila 
aklimatizacija 98 %.  
 
Visok delež aklimatizacije pripisujemo predvsem  postopnemu privajanju rastlin na rastne 
razmere izven sterilnega okolja in zagotavljanju optimalnih rastnih razmer, kot so zadostna 
količina vode, ustrezna dnevna in nočna temperatura (25 °C/20 °C) in ne-izpostavljenost 
patogenom.   
 
5.1.2  Mikropropagacija čistih linij 
 
5.1.2.1 Vpliv gojišč na rast poganjkov 
 
Sterilizirane aksialne poganjke smo inokulirali na tri različna gojišča. Zanimalo nas je, 
kakšna bo razrast poganjkov na posameznem gojišču z namenom optimizacije postopka 
mikropropagacije.  
 
Ugotovili smo, da se je največ poganjkov (2,65 poganjka/brst) razvilo na gojišču 2, ki je 
vsebovalo hormona IBA (2,0 mg/l) in BAP (3,0 mg/l), medtem ko sta imeli gojišči 1(1,92 
poganjka/brst) in 3 (1,87 poganjka/brst) manjšo razrast. Pri gojišču 1 in 3 je bilo razmerje 
hormonov avksini : citokinini enako (1 : 1), medtem ko je bilo pri gojišču 2 razmerje 
hormonov 1 : 1,5. Lahko sklepamo, da je prav razmerje hormonov tisti faktor, ki pripomore 
k večji razrasti aksialnih brstov. 
  
5.1.2.2 Uspešnost koreninjenja mikropropagiranih poganjkov 
 
Nastale poganjke smo ločili od matičnih aksialnih brstov in jih inokulirali na gojišče 4, ki je 
bilo namenjeno koreninjenju. Koreninjenje je bilo pri vseh genotipih nad 50 %. Najvišji 
odstotek koreninjenja je imel genotip 393, najnižjega pa genotip 267. Povprečni delež 
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5.1.2.3 Aklimatizacija ukoreninjenih mikropropagiranih poganjkov 
 
V postopku aklimatizacije smo uspešno aklimatizirali 315 klonov čistih linij. Propadlo je le 
deset rastlin. To so bile tiste rastline, ki so že v tkivni kulturi slabo uspevale in so potem, ko 
smo jih prenesli v in vivo pogoje, propadle. Tako visok odstotek (97 %) aklimatiziranih 
rastlin pripisujemo predvsem postopni aklimatizaciji v začetnih fazah in optimalnim 




Po končanem poskusu smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
– Z indukcijo podvojenih haploidov na izbranih izhodiščnih rastlinah smo ugotovili, 
da je sposobnost razvoja embrijev v veliki meri odvisna predvsem od genotipa. V 
postopkih indukcije haploidnih rastlin smo od skupno 671 regenerantov uspeli 
pridobiti 275 podvojenih haploidov -čistih linij, kar izkazuje visoko uspešnost.  
 
– Tretiranje embrijev z ogljem ni bistveno pripomoglo k povišanju embriogenetskega 
potenciala. Embriji, ki so se razvili na gojišču z ogljem, pa so bili večji, pravilno 
razviti in zato bolj regenerativno sposobni.  
 
– Izsuševanje embrijev z ABA je omogočilo višji odstotek regeneracije in normalen 
razvoj rastlin.  
 
– Optimizirali smo postopek mikropropagacije iz aksialnih brstov in na ta način 
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Zelje v slovenskem prostoru predstavlja pomembno zelenjadnico, ki jo gojimo že stoletja in 
po podatkih Statističnega urada RS iz leta 2016 zaseda 385 ha tržnih kmetijskih zemljišč. 
Zato je pomembno, da žlahtnimo hibridne sorte zelja, ki bodo vključevale lastnosti 
slovenskih domačih sort in dosegale primerljive pridelke s tujimi hibridi. Ker pa je zelje 
dvoletnica in tujeprašnica, je postopek klasičnega žlahtnjenja dolgotrajen, zato si pomagamo 
z biotehnološkimi postopki.   
 
Z raziskavo smo želeli preveriti odzivnost posameznih novih izhodiščnih rastlin zelja na 
haploidno embriogenezo in z različnimi postopki pridobiti čim višje število čistih linij, ki jih 
bomo uporabili pri nadaljnjem žlahtnjenju hibridov.  
 
V nadaljevanju raziskave smo optimizirali postopek mikropropagacije z namenom 
klonskega razmnoževanja čistih linij, ki smo jih pridobili v predhodnih postopkih žlahtnjenja 
in so izkazovale dobre kombinacijske lastnosti, a visoko stopnjo samoinkompatibilnosti, kar 
predstavlja problem pri pridobivanju semena čiste linije. 
 
Haploidno embriogenezo smo izvedli s kulturo mikrospor, ki smo jih izolirali iz zaprtih 
cvetnih brstov rastlin in jih gojili v NLN-13 gojišču. Največ embrijev, ki pa so bili  manjši, 
je tvoril hibrid Presnik F1 (90,3 embrija/petrijevko). Visoka odzivnost tega genotipa je 
posledica izbire zelo odzivnih starševskih linij. Dobro odzivna sta bila tudi genotipa, ki 
izhajata iz križanja s slovensko populacijsko sorto Kranjsko okroglo – Kranjsko okroglo x 
92 (39,0 embrijev/petrijevko) in Kranjsko okroglo x 5 (34,4 embrija/petrijevko). Najmanj 
embrijev, ki pa so bili večji, se je razvilo pri hibridu Fieldwinner F1 (11,4 
embrija/petrijevko). Ugotovili smo, da je sposobnost razvoja haploidov iz mikrospor 
predvsem genetsko pogojena in tako v veliki meri odvisna od samega genotipa. Z namenom, 
da bi povišali embriogenetski potencial, smo v polovico tretiranj dodali oglje in ugotovili, 
da le-ta ni imel vpliva na število embrijev, saj se je pri njem razvilo manjše število embrijev, 
ki pa so bili večji in bolj regenerativno sposobni. Posledično so imeli tudi višje število 
podvojenih haploidov v primerjavi s kontrolo.  
 
Z namenom, da bi zvišali regeneracijo, smo embrijem dodali ABA in jih izsušili na 10- 15 
% vlage. Dokazali smo, da so imeli tretirani embriji višji odstotek regeneracije, le pri 
genotipih Presnik F1 in Atria F1 x 4 je bil odstotek regeneracije ob dodatku ABA nižji, kar 
je posledica prevelikega izsuševanja embrijev zaradi katerega jih je večina propadla.   
 
Regenerantom smo s pomočjo pretočnega citometra izmerili ploidnost. Od 671 izmerjenih 
regenerantov je bilo 275 podvojenih haploidov (41 %). Največ podvojenih haploidov smo 
pridobili pri hibridih Krautman F1 in Presnik F1, najmanj pa pri križancu 2 x Atria. Od 275 
rastlin se jih je aklimatiziralo kar 270, kar pomeni 98 % uspešnost.  
 
V postopku mikropropagacije smo inokulirali devet čistih linij z izraženo 
samoinkompatibilnostjo in dobrimi kombinacijskimi lastnostmi na MS gojišče z različnimi 
koncentracijami hormonov. Največjo razrast, povprečno 2,65 poganjka/gojišče   smo dosegli 
na gojišču 2 z dodatkom 2 mg/l IBA in 3 mg/l BAP.  
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Po končani razrasti smo rastline prestavili na gojišče za koreninjenje s polovično 
koncentracijo MS gojišča. Od 325 klonov, različnih čistih linij smo uspešno aklimatizirali 
315 klonov (97 % uspešnost aklimatizacije).  
 
V skladu s hipotezo smo uspešno izvedli poskus. Pri vseh izbranih genotipih nam je uspelo 
preveriti sposobnost haploidne embriogeneze; pri vseh preučevanih genotipih smo  pridobili 
nove linije, ki jih bomo uporabili v nadaljnjih postopkih žlahtnjenja hibridnega zelja. 
Optimizirali smo tudi postopek mikropropagacije in dobili veliko število čistih linij, ki jih 
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